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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Einfuhren von nicht-radioaktiv markierten Desox- 
ynucleotiden in Nucleinsauren sowie RNA-Molekule, die an ihrem 3*-Ende mindestens ein Desoxynucleotid 
enthalten, das eine nicht-radioaktive Markierungsgruppe tragt. 

Markierte RNA-Molekule werden oft als Hybridisierungssonden verwendet, da RNA-DNA-Hybride stabi- 

5 ler als DNA-DNA-Hybride sind (Srivastava, R.A.K. und Schonfeld, G. (1991) BioTechniques 11, 584-587). 
Eine wohlbekannte Methode zur Herstellung von nicht-radioaktiv markierten RNA-Sonden ist die in vitro 
Transkription unter Verwendung von markierten Nucleotiden als Substrate fur die RNA-Polymerasen 
(Langer, P.R., Waldrop, A.A. und Ward, D.C. (1981) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 78, 6633-6637; Holtke, H.-J. 
und Kessler, C. (1990) Nucleic Acids Res. 18, 5843-5851). Bei einer in vitro Transkription kann RNA am 5'- 

w Ende unter Verwendung biotinylierter Dinucleotide als Initiator-Oligonucleotide markiert werden (Pitulle, C, 
Kleineidam, R.G., Sproat, B. und Krupp, G. (1992) Gene 112, 101-105). 

Bereits vorhandene RNA-Molekule konnen dagegen nur durch Verwendung von Polynucleotidkinase 
und [7 32 P]-ATP,d.h. radioaktiv, mit einer enzymatischen 5'-Endmarkierung versehen werden (Richardson, 
C.C. (1981) In Boyer, P.D. (ed.) The Enzymes. Academic Press, New York, Vol. XIV, pp. 299-314). 

75 Eine chemische 3'-Endmarkierung von RNA-Molekulen mit Biotin wird von Broker et al. (Nucleic Acids 
Res. 5 (1978), 363-384) und Sodja und Davidson (Nucleic Acids Res. 5 (1978), 385-401) beschrieben. Biotin 
wird dabei in einer mehrstufigen Reaktion uber einen Nh^fCHsJNhb -Spacer Oder uber Cytochrom c an den 
3'-terminalen Ribosezucker der RNA gebunden. Diese Reaktion umfaflt die Oxidation des Zuckers mit 
Perjodat, die Reaktion des resultierenden Dialdehyds mit einer Nhb-Gruppe des Spacers Oder des 

20 Cytochrom c unter Bildung einer Schiff-Base, eine anschlieBende Reduktion mit BhU" und die kovalente 
Kopplung von Biotin an den Spacer oder das Cytochrom c. Dieses Markierungsverfahren ist ein langwieri- 
ger und aufwendiger ProzeG, der in der Praxis keine Anwendung gefunden hat. 

Eine radioaktive enzymatische 3'-Endmarkierung von RNA wurde mit Poly(A)-Polymerase und T4 RNA- 
Ligase gezeigt. Poly(A)-Polymerase wird zum Anfugen von [a 32 P]-ATP an das 3'-Ende von RNA-Molekulen 

25 verwendet (Winter, G. und Brownlee, G.G. (1978) Nucleic Acids Res. 5, 3129-3139). T4 RNA-Ligase wird 
zum Anfugen von [5'- 32 P]-pCp an das 3'-Ende von RNA-Molekulen verwendet (Uhlenbeck, O.C. und 
Gumport, R.I. (1982) In Boyer, P.D. (ed.) The Enzymes, Academic Press, New York, Vol XV, S. 31-58). T4 
RNA-Ligase kann auch zur nicht-radioaktiven Markierung von RNA mit Biotin-, Tetramethylrhodamin- und 
Fluoresceinderivaten von P^6-Amino-hex-1-yl)-P 2 -(5'-adenosin)pyrophosphat verwendet werden (Richard- 

30 son, R.W. und Gumport, R.I. (1983) Nucleic Acids Res. 11, 6167-6184). 

Das Anfugen von Nucleotiden an das 3'-Ende von RNA-Molekulen mit RNA-Ligase und Poly(A)- 
Polymerase weist jedoch erhebiiche Schwierigkeiten auf. Bei der RNA-Ligase bestehen prinzipiell zwei 
Moglichkeiten der 3'-Markierung von RNA durch Verwendung verschiedener Arten von Substraten, namlich 
der Markierung mit einem einzigen Nucleotid und der Markierung durch Ligation mit eineim 3'-markierten 

35 Oligonucleotid. Bei Markierung mit einem einzelnen Nucleotid muB dieses Nucleotid an 3'- und 5'-Position 
ein Phosphat aufweisen, d.h. es mufi in der Form pNp vorliegen. Die Anfugung eines derartigen Nucleotids, 
das eine nichtradioaktive Markierungsgruppe tragt, an ein RNA-Molekul mit Hilfe der T4 RNA-Ligase ist 
nicht bekannt. Nicht-radioaktive Markierungsgruppen konnen mit der T4 RNA-Ligase daher nur direkt mit 
einem Spacer auf das 3'-Hydroxylende von RNA ubeftragen werden (vgl. Richardson und Gumport, supra). 

40 Die Anfugung von Nucleotiden mit einer an die Nucleotidbase gebundenen Markierungsgruppe an das 3'- 
Ende von RNA-Molekulen ist nicht bekannt. 

Weiterhin sind bei Verwendung eines einzelnen Nucleotids als Substrat keine Variationen in der Anzahl 
der angefugten Nucleotide und damit in der Intensitat der Markierung moglich, da pro Reaktionszyklus 
immer nur ein einziges Substratmolekul angefugt werden kann. Bei Verwendung eines 3'-markierten 

45 Oligonucleotids als Substrat fur die T4 RNA-Ligase wird eine zusatzliche Sequenz mit angehangt, die z,B. 
bei Hybridisierungsversuchen storen konnte. Uberdies sind zum effizienten Anfugen von Substratmolekulen 
an RNA durch die T4 RNA-Ligase lange Inkubationszeiten von beispielsweise ca. 12 Stunden erforderlich, 
was zu einem signifikanten Abbau der stark hydrolyseempfindltchen RNA fuhren kann. 

Die effiziente Markierung der 3'-Enden von RNA-Molekulen mit Poly(A)-Polymerase ist auf die Verwen- 

50 dung von ATP und ATP-Derivaten beschrankt, da andere Basen als A vom Enzym viel schlechter akzeptiert 
werden. Oligonukieotide weisen als Akzeptormolekule eine auBerst geringe Effizienz auf. Das Anfugen von 
Oligoribonucleotiden an das 3'-Ende von RNA-Molekulen durch die Poly(A)-Polymerase ist nicht bekannt. 
Eine Mdglichkeit der Anfugung nicht-radioaktiv markierter Nucleotide besteht nicht. 

In einer Arbeit von Roychoudhury und Kossel (Eur. J. Biochem. 22 (1971), 310-320) wird beschrieben, 

55 dafi ein Oligodesoxynucleotid mit zwei Ribonucleotideinheiten am 3'-Ende als Nucleinsaure-Akzeptormole- 
kul zum Anfugen von dATP-Molekulen durch die Terminale Desoxynucleotidyltransferase dienen kann. 
Durch die Anwesenheit der zwei Ribonucleotide am 3'-Ende des Nucleinsaure-Akzeptormolekuls wird 
jedoch selbst bei sehr hohen ATP-Konzentrationen die Reaktionsgeschwindigkeit extrem verringert 
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In einer Arbeit von Feix (FEBS Letters 18 (1971), 280-282) wird beschrieben, dafl das Oligoribonucleotid 
As als Nucleinsaure-Akzeptormolekiil zum Anfugen von dCTP an. das 3'-Ende durch die Terminale 
Desoxynucleotidyltransferase dienen kann. Es wurde jedoch gefunden, dafi der Einbau von dCTP in das 
Ribonucleinsaure-Akzeptormblekulmit einer aufierst geringen Effizienz verglichen mit einem Desoxyribonu- 
5 cleins&ure-Akzeptormolekul erfolgt. In einer spateren Arbeit schreibt der gleiche Autor (Feix, Biochem. 
Biophys. Res. Comm. 46 (1972), 2141-2147), dafi ein Ribonucleinsaure-Akzeptormolekul als Primer fur das 
Anfugen von Desoxynucleotiden durch die Terminale Desoxynucleotidyltransferase eine vernachlassigbare 
Aktivitat zeigt. 

Aus dem Stand der Technik ist daher kein Verfahren bekannt, mit dem bereits vorhandene RNA- 
10 Molekule auf einfache Weise mit einer Oder mehreren nicht-radioaktiven Markierungsgruppen versehen 
werden konnen. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, ein Verfahren zum 
Einfuhren von nicht-radioaktiven Markierungsgruppen in RNA-Molekule bereitzustellen, bei dem die Nachtei- 
le und Schwierigkeiten des Standes der Technik mindestens teilweise beseitigt sind. Insbesondere bestand 
75 die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem eine effiziente, 
schnelle Einfuhrung von unterschiedlichen Nucleotides die nicht-radioaktive Markierungsgruppen tragen, in 
RNA-Molekule moglich ist. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zum Einfuhren von Nucleotiden, die eine nicht- 
radioaktive Markierungsgruppe tragen, in Nucleinsauren, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
20 mindestens ein nicht-radioaktiv markiertes Desoxynucleotid an das 3'-Ende eines Nucleinsaure-Akzeptormo- 
lekuls mit mindestens einem 3'-terminalen Ribonucleotid durch die Terminale Desoxy/nucleotidyltransferase 
(EC 2.7.7:31) anfugt. • 

Durch das erfindungsgemaGe Verfahren ist es uberraschenderweise moglich, nicht-radioaktive Markie- 
rungsgruppen durch eine einfache enzymatische Reaktion innerhalb einer kurzen Zeitdauer an das 3'-Ende 

25 eines Nucleinsaure-Akzeptormolekuls mit einem 3'-terminalen Ribonucleotid anzufugen. Die Reaktion ver- 
lauft effizient und es ist moglich, in einem einzigen Reaktionszyklus mehrere Markierungsgruppen, die 
gegebenenfalls auch verschieden sein konnen, in das Nucleinsaure-Akzeptormolekul einzufuhren. Ein 
weiterer Vorteil des Verfahrens ist, da(3 die Reagenzien, d.h. sowohl die Terminale Desoxynucleotidyltrans- 
ferase als auch Desoxynucleotide mit nicht-radioaktiver Markierungsgruppe kommerziell erhaltliche Sub- 

30 stanzen sind. 

Die Terminale Desoxynucleotidyltransferase (auch Nucleosidtriphosphat: DNA Desoxynucleotidylexot- 
ransferase Oder TdT) ist ein Enzym, das im Knochenmark und Thymus von Saugern vorkommt (siehe z.B. 
Kung, P.C., Gottlieb, P.D. und Baltimore, D., J.Biol.Chem. 251 (1976), 2399-2404; Ratcliff, R.L The 
Enzymes 14a (1981), 105-118) und mit einer spezifischen Aktivitat von ca. 60000 U/mg z.B, von Boehringer 

35 Mannheim GmbH, Mannheim, BRD, erhaltlich ist Fur das erfindungsgemafie Verfahren ist sowohl aus 
Saugergewebe (insbesondere Kalbsthymus) isolierte TdT als auch durch rekombinante DNA-Techniken 
hergestellte TdT geeignet. 

Die Verwendung von Terminaier Desoxynucleotidyltransferase (TdT) zum Anfugen von einem oder 
mehreren Desoxynucleotiden an das 3'-Ende von einzelstrangiger oder doppelstrangiger DNA und zur 

40 Markierung von Oligodeoxyribonucleotiden mit Biotin- oder Digoxigenin-modifizierten Nucleotiden ist be- 
kannt (siehe z.B. Deng, G. R. und Wu, R. (1983) Methods Enzymol. 100, 96-116; Hayes, F.N., Mitchell, V.E., 
Ratliff, R.L, Schwartz, A.W. und Williams, D.L. (1966) Biochemistry 5, 3625-3629; Roychoudhury, R., Jay, 
E. und Wu, R. (1976) Nucleic Acids Res. 3, 863-877; Kumar, A., Tchen, P., Roullet, F. und Cohen, J. (1988) 
Anal. Biochem. 169, 376-382; Riley, L.K., Marshall, M.E. und Coleman, M.S. (1986) DNA 5, 333-337; 

45 Schmitz, G.G., Walter, T., Seibl, R. and Kessler, C. (1991) Anal. Biochem. 192, 222-231). Desoxynucleotide 
mit einer nicht-radioaktiven Markierungsgruppe werden von der TdT jedoch wesentlich schlechter als 
unmarkierte oder radioaktiv markierte Desoxynucleotide akzeptiert. 

Daher war es im hochsten Mafie uberraschend, daB Desoxynucleotide, die eine nicht-radioaktive 
Markierungsgruppe tragen, uberhaupt als Substrate der TdT akzeptiert werden, wenn man ein Nucleinsau- 

so re-Akzeptormolekul mit mindestens einem 3'-terminalen Ribonucleotid verwendet. 

Das Nucleinsaure-Akzeptormolekul oder der Primer im erfindungsgemaGen Verfahren ist eine Nuclein- 
saure, an welche die Substratmolekule, d.h. im allgemeinen Desoxyribonucleotidtriphosphate, unter Abspal- 
tung von Pyrophosphat und Bildung einer Phosphodiesterbindung angefugt werden. Diese Nucleinsaure 
weist an ihrem 3*-Ende mindestens einen Ribosezucker mit einer freien 3'-Hydroxylgruppe auf und kann 

55 jede beliebige chemisch oder/und enzymatisch synthetisierte Nucleinsaure, z.B. eine in vivo von einer Zelle 
erzeugte Nucleinsaure sein, die abgesehen von dem 3'-terminalen Ribonucleotid beliebige Nucleotideinhei- 
ten, d.h. insbesondere Desoxyribonucleotid- oder/und Ribonucleotideinheiten enthalten kann. Bevprzugt sind 
jedoch Nucleinsaure-AkzeptormolekCile, die an ihrem 3'-Ende mindestens zwei und insbesondere minde- 
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stens drei Ribosezucker aufweisen. Besonders bevorzugt sind Nucleinsauremolekule, die zu mehr als 50 % 
und'im wesentlichen ausschlieBlich aus Ribonucleotideinheiten aufgebaut sind, d.h. RNA-Molekule, insbe- 
sondere solche, die in vivo erzeugt worden sind. 

Die Mindestlange des Nucleinsaure-Akzeptormolekuls fur das erfindungsgemaBe Verfahren betragt 3, 

5 vorzugsweise 8 Nucleotide und besonders bevorzugt 12 Nucleotide. Die maximale Lange des Nucleinsaure- 
Akzeptormolekuls ist an sich beliebig, d:h. es konnen ohne weiteres mehrere Tausend, z.B. 2000 bis 3000 
Basen lange Nucleinsauren eingesetzt werden. Weiterhin ist es bevorzugt, daB das Nucleinsaure-Akzeptor- 
molekul im erfindungsgemaBen Verfahren in Form eines einzelstrangigen Molekuls und ohne stabile, 
ausgepragte Sekundarstrukturen (z.B. Haarnadelstrukturen) an seinem 3'-Ende vorliegt. Beispielsweise 

w konnen fur das erfindungsgemaBe Verfahren auch m RNA-Molekule als Nucleinsaure-Akzeptormoiekule 
eingesetzt werden. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden Desoxynucleotide und zwar insbesondere 2'-Desoxynucleo- 
sidtriphosphate oder/und 2',3'-Desoxynucleosidtriphosphate als Substrate an eine Nucleinsaure angefugt. 
Bei Verwendung von 2*-Desoxynucleosidtriphosphaten als Substrate kann das 3'-Ende der Akzeptor- 

75 Nucleinsaure urn mehrere Nucleotide verlangert werden, wahrend die Anfugung eines 2\3'-Desoxynucleo- 
sidtriphosphats zu einem 3'-H-Ende und somit zu einem Kettenabbruch fOhrt. 

Die Nucleotidbasen in den nicht-radioaktiv markierten- Desoxynucleotiden konnen die naturlichen Basen 
Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin, Uracil sowie Basenanaloga wie etwa Inosin, Pseudouracil, Fluoruracil und 
dgl. sein. Spezifische Beispiele der Desoxynucleotide sind etwa Biotin-dUTP und Digoxigenin-dUTP, 

20 Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen als Substrate einerseits nicht-radioaktiv markierte 
Desoxynucleotide alleine oder Kombinationen von unmarkierten (oder z.B. radioaktiv markierten) Desoxynu- 
cleotiden und nicht-radioaktiv markierten Desoxynucleotiden eingesetzt werden. Die Verwendung von 
Kombinationen aus unmarkierten und markierten Desoxyribonucleotiden ist bevorzugt, wenn mehrere 
Markierungsgruppen in die Akzeptor-Nucleinsaure eingefiihrt werden sollen. 

25 Durch das erfindungsgemaBe Verfahren wird auch eine neue und wirksame Methode zur enzymati- 
schen Einfuhrung von Markierungsgruppen in verschiedene Typen von RNA-Molekuien durch Anfugung von 
vorzugsweise nicht-radioaktiv markierten Desoxynucleotiden an das 3'-Ende der RNA-Molekule bereitge- 
stellt. Vorzugsweise verwendet man als RNA-Molekule eine Population von in vivo erzeugten RNA- 
Molekulen, z.B. mRNA-Molekule, die aus einer Zelle isoliert wurden. 

30 Bevorzugte Beispiele fur Nucleotide, die eine nicht-radioaktive Markierungsgruppe tragen, sind Nucleoti- 
de, die eine Fluoreszenz-, Chemilumineszenz-, NMR-aktive oder/und zur hochaffinen Bindung mit einem 
Reaktionspartner fahige Markierungsgruppe tragen. Besonders bevorzugt sind Markierungsgruppen, die zur 
hochaffinen Bindung mit einem Reaktionspartner fahig sind, z.B. Biotin oder Biotinderivate, die zur Bindung 
mit Avidin oder Streptavidin fahig sind, oder Haptene, die zur Bindung mit einem spezifischen Antikorper 

35 fahig sind. Besonders bevorzugt sind Digoxigenin- oder Biotin-modifizierte Nucleotide. Es konnen jedoch 
auch andere nicht-radioaktiv markierte Desoxynucleotide, wie etwa mit Fluorescein, Rhodamin, Coumarin, 
anderen Fluorophoren oder sonstigen Haptenen modifizierte Desoxynucleotide verwendet werden. Weitere 
Beispiele fur geeignete Markierungsgruppen finden sich in "Nonradioactive Labeling and Detection of 
Biomolecules, C. Kessler ed., Springer Verlag 1992, insbesondere S.6; S. 28). 

40 TdT kann zum Anfugen eines einzigen modifizierten 2',3'-Didesoxynucleotids an das 3'-Ende eines 
Nucleinsaure-Akzeptormolekuls verwendet werden. Andererseits konnen auch mehrere Desoxynucleotide 
an derartige RNA-Molekule unter Verwendung von einem oder mehreren verschiedenen modifizierten 2*- 
Desoxynucleosidtriphosphaten, z.B. Digoxigenin-dUTP oder Biotin-dUTP angefugt werden. Die Anfugung 
einer groBeren Anzahl von Desoxynucleotiden kann beispielsweise mit einer Mischung von unmarkierten 

45 und markierten 2 , -Desoxynucleotidtriphosphaten, z.B. Digoxigenin-dUTP und dATP, erfolgen. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren konnen unter Verwendung geeigneter Reaktionsbedingungen 
bei der 3*-Endmarkierung von Nucleinsaure-Akzeptormolekulen mit Desoxynucleotiden, die eine nicht- 
radioaktive Markierungsgruppe tragen, in einem einzigen Reaktionszyklus mehrere Markierungen in ein 
einziges Nucleinsaure-Akzeptormolekuleingefuhrt werden. Vorzugsweise werden bis zu 20 Markierungen 

so eingefugt, wodurch der Nachweis der markierten Nucleinsaure mit einer sehr hohen Sensitivitat ermoglicht 
wird. Besonders bevorzugt werden 2 bis 10 Markierungsgruppen eingefugt. Die Markierungsgruppen 
konnen gleich oder verschieden sein. Bevorzugt werden insgesamt bis zu 200 (unmarkierte und markierte) 
Desoxynucleotide pro Reaktionszyklus, besonders bevorzugt 1 bis 50 Desoxynucleotide pro Reaktionszy- 
klus angefugt. 

55 Die Konzentration des Nucleinsaure-Akzeptormolekuls im Reaktionsansatz betragt vorzugsweise 0,1 
umol/l bis 20 umol/l, besonders bevorzugt von 0,5 umol/l bis 10 u.mol/1. Die Konzentration der Deoxynu- 
cleotide betragt vorzugsweise 0,1 bis 2,0 mmol/l im Reaktionsansatz. Wenn ein einziges Nucleotid an das 
3'-Ende der Akzeptornucleinsaure angefugt werden soli, verwendet man als Substrat ein 2',3'-Didesoxynu- 

4 
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cleotid, dessen Anfugung zu einem Kettenabbruch fuhrt. Zur Anfugung einer geringeren Anzahl von 
Nucleotiden verwendet man als Substrat ein Oder mehrere markierte 2'-Desoxynucteotide. Zur Anfugung 
einer groBeren Anzahl (z.B. > 10) von Nucleotiden kann man als Substrat ein Gemisch aus einem Oder 
mehreren unmarkierten 2 , -Desoxynucleotiden und einem Oder mehreren markierten 2*-Desoxynucleotiden 

5 verwenden, wobei das Mol-Verhaltnis von unmarkierten zu markierten Substratmolekulen im Bereich von 
vorzugsweise 2:1 bis 20:1, besonders bevorzugt 5:1 bis 15:1 ist. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens gegenuber bekannten RNA-Endmarkierungs- 
verfahren besteht darin, daB die Reaktion innerhalb einer kurzen Dauer von vorzugsweise 10 min bis 2 
Stunden, besonders bevorzugt von 20 min bis 1 Stunde, am meisten bevorzugt ca. 30 min durchgefuhrt 

io werden kann. Weiterhin ist bevorzugt, da/3 die Reaktion in Anwesenheit eines RNase-lnhibitors, z.B. RNAsin 
durchgefuhrt wird, da kommerzielle TdT-Praparate eine gewisse RNase-Restaktivitat enthalten konnen. 

Andererseits ist es bevorzugt, eine ein im wesentlichen RNasefreie TdT zu verwenden. Die Entfernung 
der RNase-Restaktivitat aus TdT-Praparattonen kann auf an sich bekannte Weise (siehe z.B. Sambrook et 
al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2nd edition (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA, 

75 S. B17-B19) durch Affinitatschromatographie an Agarose-S'-f^aminophenylphosphoryO-uridin^'-fS')- 
phosphat, durch Adsorption an Macaloid oder durch Erhitzen in Gegenwart von Jodacetat erfolgen. Zur 
Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist eine TdT besonders bevorzugt, die in einem Funk- 
tionstest, z.B. bei Inkubation von 4 ug MS2-RNA fur 4 h bei 37 °C in 50 ul Testpuffer mit TdT, keine 
meBbare Veranderung der RNA-Bande bei einer Konzentration von bis zu 50 U/ml, vorzugsweise yon bis zu 

20 500 U/ml TdT zeigt. 

Weiterhin ist bevorzugt, daB die Reaktion bei einem pH-Wert von 6,0 bis 7,5 und bei einer Konzentra- 
tion eines zweiwertigen Metallions, insbesondere Zn 2+ , Co 2 \ Mg 2+ oder Mn 2+ von 2 bis 10 mmol/l 
durchgefuhrt wird. 

Besonders bevorzugte Bedingungen fur einen Reaktionsansatz sind 20 - 200 pmol Nucleinsaure- 

25 Akzeptormolekui, 5 - 50 U TdT (1 U TdT ist die Enzymaktivitat, die in 60 min bei 37 °C mit (dT) 6 als 
Nucleinsaure-Akzeptor den Einbau von 1 nmol dAMP in saureunlosliche Produkte bewirkt), 100 - 300 
mmol/l Kaliumcacodylat, 5 - 50 mmol/l Tris/HCI pH 6,6, 0,05 -0,5 mg/ml Rinderserumalbumin, 2-10 mmol/l 
C0CI2 und 0,1 - 2,0 mmol/l Desoxynucleotid in einem Endvolumen von 10 - 200 ul. Die Reaktion wird etwa 
fur 30 Minuten bei 37 * C durchgefuhrt. Die Anfugung eines einzigen Nucleotids an das 3'-Ende kann z.B. 

30 durch Verwendung von 0,5 mmol/l eines 2',3'-Didesoxynucleotids, z.B. Digoxigenin-1 1-ddUTP oder Biotin- 
16-ddUTP, erreicht werden. Zur Anfugung einer geringeren Anzahl (z.B. bis zu 5) von Nucleotiden kann 
man 0,5 mmol/l eines markierten 2'-Desoxynucleotids, z.B. Digoxigenin-11-dUTP oder Biotin-16-dUTP oder 
eine Kombination von Digoxigenin-11-dUTP und Digoxigenin-1 1-ddUTP (jeweils 0,25 mmol/l) verwenden. 
Zur Anfugung einer groBeren Anzahl (z.B. > 10) von Nucleotiden kann man beispielsweise ein Gemisch 

35 verwenden, das 0,45 mmol/l eines nicht-markierten 2'-Desoxynucleotids, wie etwa dATP, und 0,05 mmol/i 
eines markierten 2'-Desoxynucieotids enthalt, z.B. Digoxigenin-11-dUTP, enthalt. Weiterhin ist es bevorzugt, 
dem Ansatz ca. 40 U RNase-lnhibitor zuzusetzen oder TdT ohne meBbare RNase-Aktivitat zu verwenden. 
Die Reaktion kann durch Zugabe von EDTA gestoppt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann man ein bereits 

40 markiertes Nucleinsaure-Akzeptormolekul als Ausgangsmaterial verwenden, z.B. ein am 5'-Ende markiertes 
Akzeptormolekui. Die Einfuhrung einer Markierung am 5'-Ende einer Ribonucleinsaure kann im Falle einer 
radioaktiven Markierung durch Polynucleotidkinase und [ T 32 P]-ATP oder im Falle einer nicht-radioaktiven 
Markierung durch chemische Synthese, z.B. unter Verwendung eines entsprechenden modifizierten 
Phosphoramidits, z.B. eines Biotin-Amidits (Applied Biosystems) oder durch Einbau von Aminolink II 

45 (Applied Biosystems) und anschliefiende Kopplung mit der Markierung (G.H. Keller und M.H. Manak, DNA 
Probes, Stockton Press. 1989, Seite 136 ff.) erfolgen. Auf diese Weise ist es moglich, RNA-Molekule 
herzusteilen, die sowohl am 5'-Ende als auch am 3'-Ende eine Markierung tragen. Insbesondere ist die 
Herstellung von Molekulen mit zwei unterschiedlichen nicht-radioaktiven Markierungen am 5'- und am 3'- 
Ende bevorzugt, z.B. RNA-Molekule mit einem Biotinrest am 5'-Ende und einem Oder mehreren Digoxige- 

50 min-Resten am 3'-Ende oder umgekehrt. 

Ein weiterer besonderer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, daB die terminate 
Desoxynucleotidyltransferase im Gegensatz etwa zu Poly(A)-Polymerase alle Nucleotide (z.B. dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP, dUTP, dITP) und die entsprechende 2\3'-Didesoxyanaloga als Substrate akzeptiert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein RNA-Molekul, das im Bereich seines 3'- 

55 Endes mindestens ein Desoxynucleotid enthalt, das eine nicht-radioaktive Markierungsgruppe tragt, wobei 
die Markierung kovalent an die Nucleotidbase des Desoxynucleotids gebunden ist. Derartige Molekule 
konnen durch Verwendung von bekannten enzymatischen RNA-Markierungsmethoden, z.B. durch Markie- 
rung mit Poly(A)-Polymerase oder T4 RNA-Ligase, nicht hergestellt werden. Bei der von Richardson und 

5 

BNSDOCID: <EP 0669395A2_L> 



EP 0 669 395 A2 



Gumport, supra, beschriebenen Methode der nicht-radioaktiven Markierung von RNA mit RNA-Ligase wird 
ein ADP eingesetzt, an dessen jS-Phosphoratom ein Aminohexylrest mit der nicht-radioaktiven Markierung 
gebunden ist. Die RNA-Ligase ubertragt diesen Aminohexylrest unter Freisetzung von AMP auf das 3'- 
Hydroxylende einer RNA. Als Ergebnis ist die Markierung uber den Aminohexylspacer endstandig an einem 

5 Phosphatrest gebunden. Im Gegensatz dazu ist die durch das erfindungsgemaGe Verfahren angebrachte 
Markierung kovalent an die Nucleotidbase des angefugten Nukleotids gebunden. Der Vorteil des erfindungs- 
gemaGen Verfahrens ist dabei, daG das 3'-Ende der RNA noch zur Verfugung steht - entweder zur 
Anligierung einer zweiten Sequenz oder zum Anfugen von weiteren Nucleotiden durch die Terrninale 
Transferase, d.h. es konnen mehrere Markierungsgruppen eingefuhrt werden, was zu einer Erhohung der 

10 Sensitivitat fuhrt. Vorzugsweise tragt das erfindungsgemaGe RNA-Molekul mindestens 2 nicht-radioaktive 
Markierungsgruppen, am meisten bevorzugt 2-10 Markierungsgruppen. 

Vorzugsweise ist das nicht-radioaktiv markierte Desoxynucleotid im erfindungsgemaGen RNA-Molekul 
ein Digoxigenin- oder ein Biotin-markiertes Desoxynucleotid. Weiterhin ist bevorzugt, daG das RNA-Moiekul 
zusatzlich eine Markierung im Bereich seines S'-Endes tragt. 

;s Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der Produkte des erfindungs- 
gemaGen Verfahrens im Rahmen der molekularbiologischen Forschung und der Pharmazeutik, z.B. als 
Sonde zum Nachweis von Nukleinsaureanalyten, als Template zur Herstellung von cDNA-Molekulen, bei der 
Isolierung und Reinigung von Nucleinsauren, bei der Sequenzierung von RNA-Molekulen sowie zur 
Herstellung von Antisense-Nucleinsauren. . 

20 Eine bevorzugte Anwendung ist der Nachweis eines Nucleinsaureanalyten mit einer deftnierten Zielse- 
quenz in einer Probeflussigkeit. Die Spezifitat des Nachweises von Nucleinsauremolekulen wird durch 
Hybridisierung mit einer zur Zielsequenz komplementaren Nucleinsauresequenz erreicht. Die direkte oder 
indirekte Identifizierung solcher Hybride laGt somit auf die Anwesenheit der Zielsequenz schlieften. Ein 
Problem bei diesen Nachweisverfahren ist die oft geringe Menge an Ziel-DNA. Urn dennoch ein deutliches, 

25 sich vom Hintergrund abhebendes Signal zu erhalten, konnen unterschiedliche Amplifikationstechniken 
angewandt werden: Die Amplifikation der Zielsequenz, die Amplifikation des Signals oder die Kombination 
beider Amplifikationsarten. 

Eine Moglichkeit der Signalamplifikation ist das von P. Duck et al. in BioTechniques 9 (1990), 142-147 
beschriebene "Cycling Probe "-Verfahren, das die Schritte umfaflt: 
30 (a) Inkontaktbringen einer Probeflussigkeit mit zu einem Abschnitt eines DNA-Analyten komplementaren, 
markierten RNA-Molekulen unter solchen Bedingungen, daG bei Anwesenheit des Analyten eine Hybri- 
disierung mit den markierten RNA-Molekulen stattfindet 

(b) Behandeln der Probeflussigkeit mit RNase H unter solchen Bedingungen, daG bei Vorhandensein 
eines RNA-DNA-Hybrids ein Abbau der RNA-Molekule im Hybrid und eine Freisetzung der abgebauten 

35 RNA-Bruchstucke stattfindet, 

(c) gegebenenfalls ein- oder mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und (b) und 

(d) Nachweisen des Vorhandenseins oder des Fehlens des DNA-Analyten durch Bestimmung der 
abgebauten RNA-Bruchstucke oder/und der nicht abgebauten RNA-Molekule. 

Dieses Cycling-Probe Verfahren ist im folgenden schematisch dargestellt: 



45 



50 
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Probe mit Ziel-DNA 



Probe ohne Ziel-DNA 



ru einem Abachnitt 
der Zielsequenz 
komplementfire, 
marklerte RNA 



Hybrldlslerung 



ketna Hybrldhlerurtg 



RNase H 

Abbau der RNA im Hybrid 



kein Abbau der RNA durch RNase H 



Diffusion der RNA-Abbauprodukte 



\ 



Nachwela der Abbauprodukte 



kein Nachweis von Abbauprodukten 



Zu einem bestimmten Abschnitt der Zielsequenz komplementare RNA-Molekule bilden mit der nachzuwei- 
senden DNA RNA-DNA-Hybride aus. Durch das Einwirken von RNase H wird in diesen Hybriden jeweils nur 

30 der RNA-Anteil abgebaut und die Bruchstucke diffundieren aufgrund der geringeren Schmelztemperatur von 
■ der Zielsequenz ab. Dadurch steht die DNA fur einen erneuten Hybridisierungs- und Abbauzyklus zur 
Verfugung. Sind die RNA-Molekule im molaren UberschuB zur Ziel-DNA vorhanden, fuhren diese zwei 
wiederholbaren Schritte zu einem Amplifikationszyklus. Falls keine DNA-Zielsequenz zugegen war, konnen 
keine RNA-DNA-Hybride entstehen und die RNA-Molekule werden nicht durch RNase H abgebaut. 

35 Nachzuweisen sind also entweder die Abbauprodukte der RNA-Molekule oder eine Abnahme der 
urspoinglich eingesetzten Menge an RNA-Molekulen. Der Nachweis der Abbauprodukte der zuvor markier- 
ten RNA-Molekule beinhaltet ublicherweise gelelektrophoretische Techniken. Hierbei wird von einer erhoh- 
ten Wanderungsgeschwindigkeit der markierten RNA-Abbauprodukte Oder von einer Abnahme der Intensitat 
derjenigen Bande, welche die intakte RNA darstellt auf die Anwesenheit der Ziel-DNA im "Cycling Probe"- 

40 Ansatz ruckgeschlossen. 

Die Verwendung von erfindungsgemafien RNA-Molekulen mit zwei unterschiedlichen nicht-radioaktiven, 
voneinander trennbaren Markierungen stellt eine Weiterentwicklung des Systems dar. Die erste der beiden 
Markierungen, die sich vorzugsweise im Bereich des S'-Endes des RNA-Moleku!s befindet, kann zur 
Bindung der RNA an eine Festphase verwendet werden und der Nachweis des Analyten kann durch die 

45 Bestimmung der zweiten Markierung erfolgen, die sich vorzugsweise im Bereich des 3'-Endes des RNA- 
Molekuls befindet. Andererseits kann sich naturlich auch die erste Markierung im Bereich des 3'-Endes und 
die zweite Markierung im Bereich des S'-Endes der RNA befinden. Hierbei ist anzumerken, daG die 
Markierungen dabei nicht auf die extremen Enden (d.h. die 5'- oder 3'-Position) beschrankt sein mussen. 
Betspielsweise konnen bei einem RNA-Moleku! auch das 2. oder/und 3. Nucleotid am 5'-Ende sowie 

so mehrere Nucleotide am 3'-Ende markiert sein. 

Der Nachweis des Analyten erfolgt nun entweder durch Bestimmung der Signalabnahme der zweiten 
Markierung an der Festphase oder/und durch Zunahme des Signals der zweiten Markierung in der 
Flussigphase bzw. an einer zweiten Festphase, die eine hochaffine Bindung mit der zweiten Markierung 
eingehen kann. Bevorzugte Beispiele fur zwei derartige trennbare Markierungen sind Biotin und Digoxigenin 

55 oder ein anderes Hapten bzw. zwei verschiedene Haptene, z.B. Digoxigenin und Fluorescein. Die Biotinmar- 
kierung kann an eine mit Streptavidin beschichtete Festphase binden und die Haptenmarkierung kann an 
eine mit AntKHapten>-Antikorper beschichtete Festphase binden. Das folgende Schema zeigt die Durchfuh- 
rung der einzelnen Reaktionsschhtte: 
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, Bei diesem Vorgehen sind zum einen keine zeitaufwendigen gelelektrophoretischen Techniken notig, und 
zum anderen kann der Einsatz von radioaktiven Substanzen vermieden werden. Das Prinzip dieses 
Verfahrens beruht darauf, da/3 in Anwesenheit einer Ziel-DNA im AnschluB an die Hybridisierung die RNase 

30 H durch den Abbau der RNA-Molekule zu einer Trennung der beiden Markierungen ftihrt Wird nun eine 
dieser beiden Markierungen an eine geeignete Oberflache gebunden, so kann bei erfolgter Trennung die 
Abnahme der Anzahl der anderen Markierungen an der Festphase oder/und deren Zunahme im Oberstand 
nachgewiesen werden. Im Falle der Abwesenheit der DNA-Zielsequenz bleiben beide Markierungen 
miteinander verbunden und somit an eine entsprechende Oberflache gekoppelt, so dafi sich keine 

35 Abbauprodukte der RNA nachweisen lassen. Die Wahl von photometrisch auswertbaren Nachweisreaktionen 
und von Mikrotiterplatten (MTP) als Nachweisformat erlaubt sowohl quantitative Aussagen als auch einen 
hohen Probendurchsatz. 

Ein Vorteil der Verwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens beim Nachweis von Nucleinsauren 
besteht auch darin, daB eine nachtragliche Markierung von in vivo erzeugter RNA moglich ist, z.B. mit einer 
40 Biotinmarkierung, so daB die auf diese Weise markierten RNA-Molekule als Sonden zum Nachweis von 
Nucleinsaure-Analyten eingesetzt werden konnen. Die erfindungsgemaBen RNAs konnen im ubrigen neben 
der Verwendung bei der Cycling-Probe-Methode aber auch als Sonden bei anderen Nucleinsaure-Nach- 
weisverfahren, z.B. in einer direkten Hybridisierung Oder in einer Sandwich-Hybridi-sierung, eingesetzt 
werden. 

45 Eine weitere Anwendung der erfindungsgemaBen RNA-Molekule ist die Isolierung spezifischer DNA- 
Sequenzen. So konnen erfindungsgemaBe Sonden zum "Fischen" von spezifischen Nukleinsauren herge- 
stellt werden, wobei die Sonden z.B. durch eine Biotinmarkierung an eine Streptavidin-beschichtete 
Festphase gebunden und nach Hybridisierung mit der "gefischten" DNA-Sequenz z.B. durch alkalischen 
Abbau degradiert werden konnen. Dadurch ist "gefischte" DNA in Losung und steht fur weitere Versuche 

so zur Verfugung. 

Eine weitere Moglichkeit der Verwendung der erfindungsgemaBen RNA ist die Isolierung und Reinigung 
von RNA. So konnen durch Anfugen eines nicht-radioaktiv modifizierten Nucleotids am 3'-Ende isolierter 
RNA-Molekule diese durch Bindung an eine geeignete Festphase (z.B. Streptavidin-, Anti-Digoxigenin- 
Antikorperbeschtchtung) gereinigt werden. Durch Anfugen einer Serie gleicher Nucleotide (z.B. einem G- 
55 oder C-Tail) kann RNA selbst ohne eingefuhrte Markierungsgruppen uber diesen Tail spezifisch aufgereinigt 
werden. Daruber hinaus erlaubt ein G- oder C-Tail eine cDNA-Synthese mit einem entsprechenden 
komplementaren Primer, wobei dieses Konstrukt stabiler als bisher verwendete Konstrukte mit einem Poly- 
(A)-Tail und Oligo (dT)-Primern ist. 
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Isolierte RNA mit unbekannter Sequenz kann daher zur Bindung eines komplementaren Primers fGr die 
cDNA-Synthese mit einem Tail versehen werden und durch Einbau von Markierungen kann der Tail 
uberpruft werden und ein zu diesem Tail komplementares Oligonucleotid kann als Primer fur die cDNA- 
Synthese dienen. In einer Abwandlung dieses Verfahrens kann durch eine kurze Tailingzeit mit einem 
5 Nucleotid (z.B. dCTP) und anschlieGendes Tailing mit einer erhohten Konzentration des komplementaren 
Nucleotids (z.B. dGTP) die Ruckfaltung des entstehenden PolyC-PolyG-Tails ausgenutzt werden, urn ohne 
Einsatz eines zusatzlichen Primers einen cDNA-Strang mit Reverser Transkriptase zu synthetisieren. 

Auch die verbesserte Isolierung spezifischer RNA-Sequenzen durch subtraktive oder differenzielte 
Hybridisierung 1st moglich. Hierzu kann durch nachtragliche Modifizierung (z.B. mit Biotin- oder Digoxige- 
70 nin-markierten Nucleotiden) der Kontroll-RNA mittels TdT diese an eine Festphase gebunden werden, die 
zu untersuchende RNA kann in eine stabilere cDNA umgeschrieben werden (Umkehrung der in der Literatur 
beschriebenen Standard-Vorgehensweise), die zur Auffindung der differenziellen Sequenzen mit der gebun- 
denen RNA hybridisieren kann. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch zur Reinigung von- RNA-bindenden Proteinen verwendet 
is werden. Hierzu wird die an der Proteinbindung beteiligte RNA 3'-terminal markiert und dann zur Bindung 
mit Proteinen eingesetzt, durch anschlieftende Bindung an eine Festphase konnen die RNA-Komplexe und 
damit die Proteine isoliert werden. 

Noch eine weitere Anwendungsmoglichkeit ist die RNA-Sequenzierung. Durch Anfugung von nur einem 
Nucleotid an das 3'-Ende einer zu sequenzierenden RNA werden die Voraussetzungen fur eine Sequenzie- 
20 rung durch basenspezifische Spaltung vom 3'-Ende her geschaffen. Weiterhin kann die markierte RNA 
immobilisiert werden und somit eine Festphasensequenzierung nach der Kettenabbruchmethode durchge- 
fuhrt werden. 

Noch eine weitere Anwendung besteht in der Herstellung eines pharmazeutischen Mittels, z.B. fur die 
Antisense-Technologie, wo erfindungsgemaBe 3'-modifizierte RNA-Molekule eine diagnostische und thera- 
25 peutische Anwendung finden konnen. 

. Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung noch eine Terminale Desoxynucleotidyltransferase, die im 
wesentlichen RNasefrei ist und deren Verwendung zum Anfugen von Desoxynucleotiden, insbesondere von 
nicht-radioaktiv markierten Desoxynucleotiden an RNA-Molekuie. 

Eine im wesentlichen RNase-freie Terminale Desoxynucleotidyltransferase kann Bestandteil eines 
30 Reagenzienkits zum Anfugen von Desoxynucleotiden an das 3'-Ende von RNA-Molekiilen sein. Die 
terminale Transferase liegt vorzugsweise in einer Volumenaktivitat von 10 bis 50 x 10 3 U/ml in einem 50 % 
Glycerinpuffer, pH 6,5 vor. Weitere Bestandteile des Puffers sind vorzugsweise ein Thiolreagenz, z.B. 2- 
Mercaptoethanol in einer Konzentration von 1 bis 10 mmol/l, NaCI in einer Konzentration von 150 bis 250 
mmol/l, Natriumcacodylat in einer Konzentration von 150 bis 250 mmol/l und EDTA in einer Konzentration 
35 von 0,1 bis 2 mmol/l. In einem derartigen Puffersystem ist die Terminale Transferase bei -20 °C stabil. 

Weiterhin wird die Erfindung durch die folgenden Beispiele, und Figuren und Sequenzprotokolle 
erlautert. 

Es zeigen: 

- Figur 1.: das Autoradiogramm einer Markierungsreaktion mit einem synthetischen Oligoribo- 

40 nucleotid, 

Figur 2; die Sensitivitat des Nachweises markierter RNA-Molekule, 

Figur 3: die Sensitivitat des Nachweises eines DNA-Oligonudeotides in einer Cycling-Probe- 

Reaktion, 

Figur 4: die Sensitivitat des Nachweises eines DNA-Oligonucleotids in einer Cycling-Probe- 

45 Reaktion mit einer Streptavidin- und einer Anti-Digoxigenin-beschichteten Mikrotiter- 

platte, 

Figur 5 die Spezifitat des Nachweises unterschiedlicher DNA-Oligonucleotide. 

SEQ ID NO. 1-4: die NucJeotidsequenzen der in Beispiel 1 und 2 verwendeten Oligonucleotide. 

so Beispiele 

Beispiel 1 

Nicht-radioaktive Markierung von RNA-Molekulen 



55 



Die Bedingungen zum Anfugen eines Tails von nicht-radioaktiv markierten Nucleotiden an das 3'-Ende 
von RNA waren wie folgt: 1 ug Oligoribonucleotid (TdT 1: 5'-CGCCGCGUCGCAGAAGAUCUCAAUC-3' 
entsprechend 121 pmol) wurde mit 25 U TdT (Boehringer Mannheim) in 200 mmol/l Kaliumcacodylat, 25 
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mmol/l Tris/HCI (pH 6,6), 0,25 mg/ml Rinderserumalbumin, 5 mmol/l CoCb und 0,5 mmol/l Desoxynucleotid- 
triphosphat (Boehringer Mannheim) in einem Endvolumen von 30 u\ fur 30 Minuten bei 37- C inkubiert. Das 
Anfugen von nur einem Nucleotid an das 3'-Ende des Oligoribonucleotids erfolgte unter Verwendung von 
0 5 mmol/l Digoxigenin (DIG)-1 1-ddUTP Oder Biotin-16-ddUTP. Fur kurze Tails wurde 0,5 mmol/l DlG-11- 

s dUTP Oder Biotin-16-dUTP oder eine Kombination von DIG-1VdUTP und DIG-11-ddUTP (jeweils 0,25 mol/l) 
verwendet. Fur langere Tails wurde eine Nucleotidmischung verwendot. die 0,45 mmol/l dATP und 0,05 
mmol/l DIG-11-dUTP enthielt. 40 U RNase-lnhibitor (Boehringer Mannheim) wurden zugegeben, da TdT 
moglicherweise noch eine gewisse RNase-Restaktivitat enthalten kann. Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von EDTA gestoppt. Fur die anschlieBende Ethanolprazipitation wurde Glycogen als Trager zugesetzt. 

w In analogen Reaktionen wurde 1 ug MS2 RNA, tRNA aus E.coli oder eine Mischung von in vitro 
Transkripten (300 - 1600 Basen, RNA Molekulargewicht Marker III) (alls von Boehringer Mannheim) mit TdT 
und 0,5 mmol/l DIG-dUTP, wie oben beschrieben, getailt. 

Zur molekularen Analyse wurden die Oligonucleotide vor der TdT-Reaktion mit ( 7 32 P)ATP und Polynu- 
. cleotidkinase radioaktiv S'-e'ndmarkiert Nach der S'-Tailingreaktion wurden die Produkte auf einem 12 % 

75 Polyacrylamid-8M Harnstoff -Sequenziergel aufgetrennt und anschliefiend autoradiographisch analysiert. Der 
Nachweis des Einbaus einer nicht-radioaktiven Markierung erfolgte mittels Anti-DIG-alkische Phosphatase 
bzw Streptavidin-alkalische Phosphatase und Nitroblautetrazoliumsalz und 5-Brom-4-chlor-3-indolylphos- 
phat in dem von Schmitz et al. (Anal.Biochem. 192 (1991), 222-231) beschriebenen colorimetrischen 
Immunoassay. 

20 Das Ergebnis der Tailingreaktion des 5'-( 32 P) Oligoribonucleotids TdT 1 ist in Fig.1 gezeigt. Spur 1 zeigt 
das Ribonucleotid TdT 1 ohne nicht-radioaktive Markierung, Spur 2 zeigt die Markierung mit DIG-ddUTP, 
Spur 3 zeigt die Markierung mit DIG-dUTP fur 15 Minuten, Spur 4 die Markierung mit DIG-dUTP fur 30 
Minuten und Spur 5 die Markierung mit Biotin-dUTP. Unter Verwendung von DIG-dUTP konnten bei der 
Tailingreaktion bis zu 4 DIG-Desoxynucleotide angefugt werden. Mit Biotin-dUTP enthielten die meisten 

25 Produkte 1 bis 4 modifizierte Nucleotide, in einigen Produkten wurde noch ein funftes Nucleotid angefugt. 
Eine Markierung mit Biotin-ddUTP (nicht gezeigt) Oder DIG-ddUTP (Spur 1) fuhrte zum Anfugen eines 
einzigen Nucleoids. 

Die Markierung mit einer Nucleotidmischung aus dATP und DIG-dUTP fuhrte zu Taillangen von bis zu 
etwa 50 Nucleotiden. Nach etwa 30 minutiger Inkubation war die Tailingreaktion beendet und das 
30 Produktmuster blieb fur die nachsten 2 Stunden gleich. 

In Fig. 2 ist eine weitere Serie von Experimenten gezeigt, bei denen am 3'-Ende DIG-markierte 
Oligonucleotide und Polynucleotide in einer 1:10 Verdunnungsserie auf eine Membran aufgebracht wurden. 
Fig. 2a zeigt die Sensitivitat des Nachweises des markierten Oligoribonucleotids TdT 1 nach Reaktion in 
Gegenwart von TdT mit verschiedenen Nucleotidzusammensetzungen: 
35 1. 0,5 mmol/l DIG-ddUTP, 

2. 0,25 mol/l DIG-ddUTP und 0,25 mmol/l DIG-dUTP, 

3. 0,5 mmol/l DIG-dUTP, 

4. 0,05 mmol/l DIG-dUTP und 0,45 mmol dATP. 

Fig. 2b zeigt die Nachweisgrenzen fur langere RNA-Molekule, die mit 0,5 mmol/l DIG-dUTP getailt sind 

40 (MWM: Molekulargewichtsmarker, bestehend aus in vitro Transkripten). 

Wie aus Fig. 2a ersichtlich ist, hangt die Nachweisgrenze des markierten 25 Basen langen Oligoribonu- 
cleotids TdT 1 von dem bei der Tailingreaktion verwendeten Nucleotid oder Nucleotidgemisch ab. Bei DIG- 
ddUTP, das nur das Anfugen von einem einzigen DIG-Molekul erlaubt, war die Nachweisgrenze 1 ng. Eine 
aquimolare Mischung von DIG-ddUTP und DIG-dUTP (jeweils 0,25 mmol/l) oder die Zugabe von DIG-dUTP 

45 als einziges Nucleotid (wodurch das Anfugen von bis zu 4 DIG-Molekulen ermoglicht wird) erhoht die 
Sensitivitat auf 100 pg. Das mit DIG-dUTP und dATP in einem Moiverhaltnis von 1:9 getailte Oligoribonu- 
cleotid zeigte eine Sensitivitat von 10 pg (1,2 fmol). 

Aus Fig. 2b ist ersichtlich,. dafl auch in vitro erzeugte RNA-Transkripte mit einer Lange von 300 - 1600 
Nucleotiden (RNA-MWM), naturliche tRNA aus E.coli und virale MS2-RNA mit TdT und Biotin- oder DIG- 

50 dUTP getailt werden konnen. Dazu wurde jeweils 1 ug der RNA mit TdT und 0,5 mmol/l DIG-dUTP unter 
den oben beschriebenen Reaktionsbedingungen inkubiert Die Ansatze wurden mit Proteinase K behandelt, 
urn falsch positive Signale von Komplexen zwischen Enzym und markierten Nukleotiden auszuschliefien. 
Nicht eingebaute Nukleotide wurden mittels Prazipitation der Reaktionsprodukte entfernt und letztere dann 
in Verdunnungsreihen auf eine Membran aufgebracht. Durch die TdT angehangte DIG-dUMP-Reste wurden 

55 wie oben beschrieben nachgewiesen. Die Nachweisgrenzen der mit DIG-dUTP als einzigem Nucleotid 
getailten RNA-Molekule wurden bestimmt. Dabei wurde festgestellt, daG 100 pg (3,9 fmol) tRNA, 1 ng (3,9 
fmol) von in vitro synthetisierten Transkripten und 10 ng (8,5 fmol) MS2-RNA nachgewiesen werden 
konnten. Die Unterschiede in der Sensitivitat konnen moglicherweise auf die Sekundarstruktur der RNA- 
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Molekule, insbesondere im Bereich des 3'-Hydroxylendes, zuriickzufuhren sein. 
Beispiel 2 



5 Jeweils 1 ng Oder 10 ng des chemisch 5'-Biotin(BIO) - und mittels TdT S'-DIG-markierten RNA- 
Oligonucleotids "HBV1" (S'-BIO-cgccgcgucgcagaagaucucaauc^DIG)] -4-3') wurden mit unterschiedlichen 
Mengen der nachzuweisenden DNA-Oligonucleotide "DHBV1 " (5'-TTGAGATCTTCTGCGACGCGG-3': zu 
HBV1 komplementare Sequenz), "MM1 DHBV1 " (5'-TTGAGATCTTATGCGACGCGG-3': zu HBV1 komple- 
mentare Sequenz mit einer zentralen Basefehtpaarung) und "MM3DHBV1" (5'- 

w TTGAGATCT CAC GCGACGCGG-3': zu HBV1 komplementare Sequenz mit drei zentralen Basefehlpaarun- 
gen) in einem Volumen von 30 ul unter folgenden Bedingungen inkubiert: 
1 ng bzw. 10 ng 5'-BIO-HBV1-DIGTail-3' 
variabel nachzuweisendes DNA-Oligonucleotid 
10 mmol/l HEPES pH 8,0 

15 30 mmol/l NaCI 
1 mmol/l MnCIs 

40 U RNase Inhibitor aus Plazenta (Boehringer Mannheim) 

7 ug Rinderserumalbumin (RSA) (Boehringer Mannheim, Qualitat fur Molekuiarbiologie) 
1 ug tRNA (Boehringer Mannheim, Gesamt-tRNA aus E.coli) 

20 4 U RNase H (Boehringer Mannheim) 

Der Ansatz wurde mit 30 ul Mineralol uberschichtet und fur 3 h bei 56 °C inkubiert. Anschliefiend wurde die 
Reaktionsmischung mit 180 ul Verdunnungspuffer (10 mmol/l HEPES pH 8,0, 30 mmol/l NaCI, 1 mmol/l 
MnCl2) auf ein Gesamtvoiumen von 210 ul aufgefullt; die die obere Phase bildenden 30 ul Mineralol storten 
die weitere Vorgehensweise nicht. Aus der unteren waBrigen Phase wurden je zwei mal 100 ul in eine 

25 Streptavidin(SA)-beschichtete Mikrotiterplatte (MTP) (Boehringer Mannheim), die mit Waschpuffer (PBS, 0,5 
% (v/v) Tween 20) vorgewaschen war, pipettiert und der Abbau des RNA-Oligonucleotids in Gegenwart des 
komplementaren DNA-Oligonucleotides folgendermaflen nachgewiesen: 

Die SA-MTP wurde unter Schutteln (Well-Warm 1, Fa. Denley Instruments GmbH) fur 1 h bei 37 'C 

30 inkubiert, unn eine Bindung des an die RNA gekoppelten Biotins an Streptavidin zu ermoglichen. Nach 
erfolgter Anlagerung wurde der Inhalt von jeweils 2 Vertiefungen ("Uberstand") entsprechend den Doppel- 
bestimmungen vereinigt und fur die unten beschriebene Detektion in einer mit Anti-Digoxigenin-Antikorper 
beschichteten Mikrotiterplatte (<DIG>-MTP) eingesetzt. Die SA-MTP wurde funfmal mit je 200 ul Waschpuf- 
fer gewaschen. Anschlieltend wurden je 100 ul einer <DIG>-Peroxidase (POD) p0 i y -Konjugatverdunnung (in 

35 Konjugatpuffer: 100 mmol/l Na-Phosphat pH 7,5, 0,9 % NaCI, 1 % Rafulon F4J oder RSA Fraktion V, mit 
Diethylpyrocarbonat behandelt, steritfiltriert, bei +4*C aufbewahrt) zugegebeh und erneut unter denselben 
Bedingungen inkubiert. Ungebundene Konjugatmolekule wurden durch funfmaliges Waschen entfernt. Pro 
Vertiefung wurden nun 100 ul der Substratlosung (2,2 , -Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonat(6)], ABTS) 
zugegeben; die Farbreaktion erfolgte bei 37 °C unter Schutteln. Die "Optische Dichte" des umgesetzten 

40 ABTS bei 405 nm wurde mittels eines ELISA-Readers (SLT) gemessen und nach Abzug des Nullwertes 
(nur ABTS) die Mittelwerte der Doppelbestimmungen ermittelt. Als Negativkontrolle dienten Ansatze, die 
keine DNA-Oligonucleotide enthielten. 

Der Nachweis von degradierten RNA-Molekulen im Uberstand erfolgte in einer <DIG>-MTP. Hierfur 
wurden die nach Inkubation in der SA-MTP gewonnenen Uberstande eingesetzt: Jeweits zwei mal 90 ul 

45 wurden in die mit Waschpuffer vorgewaschene (DIG)-MTP pipettiert und die sich anschlieGenden Schritte 
zur Detektion wie fur die SA-MTP beschrieben durchgefuhrt. 

Sensitivitat des Nachweises 

so In einer 1 :10-Verdunnungsreihe wurden jeweils zwischen 0,1 pg und 100 ng des DNA-Oligonucleotids 
"DHBV1" in die Nachweisreaktion mit 1 ng des RNA-Oligonucleotids HBV1 eingesetzt. Die Detektion in der 
SA-MTP lieferte die in Fig.3 graphisch dargestellte Werte. Dort ist die "Optische Dichte" (in relativen 
Einhetten) in Abhangigkeit von der nachzuweisenden DNA-Menge (in pg pro Ansatz) angegeben. Der 
gemessene Wert der Negativkontrolle (Ansatz ohne "DHBV1 ") wurde aJs waagrechte Linie dargestellt. 

55 Mit zunehmender Menge an Ziel-DNA wurden mehr RNA-Oligonucleotide durch wiederholte Hybridisie- 
rung und Degradation abgebaut. Diesen Abbau spiegelt die Verringerung des erhaltenen Signals wider. 
Mittels eines solchen Ansatzes lassen sich 1^pg (0,121 fmol) eines DNA-Oligonucleotids nachweisen. Auch 
der Zusatz von 10 ug Kalbsthymus-DNA pro Ansatz fuhrte zu einem vergleichbaren Kurvenverlauf. 
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Der Nachweis im Uberstand in <DIG>-MTP zeigte eine umgekehrte Abhangigkeit des Signals von der 
DNA-Menge: Mit zunehmender DNA-Menge stieg das Signal an. Da die erhaltenen Werte niedriger als die 
in der SA-MTP erhaltenen Werte waren, wurden 10 ng 5'-BIO-HBV1-DIGTail-3' in die Nachweisreaktion 
eingesetzt. Die Abhangigkeit des Signals von der Menge an DNA ist fur die Detektion in SA-MTP und in 

5 (DIG)-MTP in Fjg.4 graphisch dargestellt. Dort ist die "Optische Dichte" (in relativen Einheiten) in 
Abhangigkeit von der nachzuweisenden DNA-Menge (in pg pro Ansatz) angegeben. Der gemessene Wert 
der Negativkontrolle (Ansatz ohne "DHBV1 ") fur die <DIG>-MTP wurde als waagrechte Linie dargestellt; fur 
die SA-MTP ergaben sich fur die Negativkontrolle sowie fur die Ansatze mit 0,1 bis 100 pg "DHBV1 " 
Werte, die den meflbaren Bereich uberschritten. 

w Der Nachweis in der <DIG>-MTP zeigt eine etwa um den Faktor 100 geringere Sensitivitat im Vergleich 
zum Nachweis in der SA-MTP. 

Spezifitat des Nachweises 

75 Die Untersuchung der Spezifitat wurde anhand von drei verschiedenen DNA-Oligonucleotiden durchge- 
fuhrt, die entweder perfekt komplementar ("DHBV1") zu "HBV1" waren oder an zentraler Position einen 
"MM1DHBV1") oder drei ("MM3DHBVr') Basenfehlpaarungen aufwiesen. Nur bei perfekter Komplementari- 
tat beider-Oligonucleotide kann unter diesen Reaktionsbedingungen das entsprechende DNA-Oligonucleotid 
nachgewiesen werden (Fig. 5). Dort ist die "Optische Dichte" (in relativen Einheiten) in Abhangigkeit von der 

20 nachzuweisenden DNA-Menge (in pg pro Ansatz) angegeben. Der gemessene Wert der Negativkontrolle 
(Ansatz ohne DNA-Oligonucleotid) wurde als waagrechte Linie dargestellt. 

Wie aus anderen Experimenten hervorging, beruhte die Spezifitat auf den stringenten Hybridisierungs- 
bedingungen. Diese wurden allerdings so gewahlt, daB die RNase H unter solchen Bedingungen noch aktiv 
war. Bei Verringerung der Inkubationstemperatur oder Erhohung der lonenstarke im Inkubationspuffer liefi 

25 sich auch "MM1DHBV1 " und - bei weiterer Verminderung der Stringenz - "MM3DHBV1" nachweisen. Die 
dabei ermittelte Sensitivitat entsprach der in Fig.3 dargestellten Sensitivitat. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 



5 (i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 112-132 

(C) ORT: Mannheim-Waldorf 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTLEIT2AHL: 68305 

w (G) TELEFON: (0621)759-3277 

(H) TELEFAX: (0621)759-4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: 3 1 -RNA Markierung mit Terminaler Transfer 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

75 (iv) COMPUTER- LES BARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

20 (vi) DAT EN DER URANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: DE P 44 06 524 .8 

(B) ANMELDETAG: 28 -FEB- 19 9 4 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) S EQUEN Z BE S CHRE I BI : NG : SEQ ID NO: 1: 
CGCCGCGUCG CAGAAGAUCU CAAUC 2 5 

■ii) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) , STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



45 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
TTGAGATCTT CTGCGACGCG G 21 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
50 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 



55 
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(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
TTGAGATCTT ATGCGACGCG G 21 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



25 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TTGAGATCTC ACGCGACGCG G 21 



Patentansprtiche 

30 1. Verfahren zum Einfuhren von Nucleotiden, die eine nicht-radioaktive Markierungsgruppe tragen, in 
Nucleinsauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man mindestens ein nicht-radioaktiv markiertes Desoxynucleotid an das 3'-Ende eines Nucleinsau- 
re-Akzeptormolekuls mit mindestens einem 3'-terminalen Ribonucleotid durch die Terminale Desoxynu- 
35 cleotidyltransferase (EC 2.77.31) anfugt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man als Nucleinsaure-Akzeptormolekul eine Ribonucleinsaure verwendet 

40 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daG man als Desoxynucleotide 2 , -Desoxynucleosidtriphosphate oder/und 2\3'-Didesoxynucleosidtri- 
phosphate verwendet. 

45 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Desoxynucleotide verwendet, die eine Fluoreszenz-, Chemilumineszenz-, NMR-aktive 
oder/und zur hochaffinen Bindung mit einem Reaktionspartner fahige Markierungsgruppe tragen. 

50 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Reaktion in Anwesenheit eines RNase-lnhibitors durchfuhrt. 

55 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Reaktion mit einer im wesentlichen RNase-freien Terminalen Desoxynucleotidyltransferase 
durchfuhrt. 
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7. Verfahren zum Einfuhren von Markierungsgruppen in RNA-MoiekCile, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man mindestens ein Desoxynucleotid, das eine Markierungsgruppe tragt, durch die Terminate 
Desoxynucleotidyltransferase (EC 2.7.7.31) an das 3'-Ende der RNA-Molekule anfugt. 

5 

8. RNA-Molekul, das im Bereich seines 3'-Endes mindestens ein Desoxynucleotid enthalt, das eine nicht- 
radioaktive Markierungsgruppe tragt, wobei die Markierung kovalent an die Nucleotidbase des Desox- 
ynucleotids gebunden ist. 

w 9. Verwendung eines RNA-Molekuis nach Anspruch 8 Oder eines gemafi dem Verfahren nach einem der 
Anspruche 1 bis 7 hergestellten RNA-Molekuls als Sonde zum Nachweis von Nukleinsaureanalyten. 



10. Verwendung nach Anspruch 8 in einem Cycling-Probe-Verfahren, das die Schritte umfaBt: 

(a) Inkontaktbringen einer Probeflussigkeit mit zu einem Abschnitt eines DNA-Anatyten komplemen- 
75 taren, markierten RNA-Molekuien unter solchen Bedingungen, daB bei Anwesenheit des Analyten 

eine Hybridisierung mit den markierten RNA-Molekulen stattfindet, 

(b) Behandeln der Probeflussigkeit mit RNase H unter solchen Bedingungen, daG bei Vorhandensein 
eines^ RNA-DNA-Hybrids ein Abbau der RNA-Molekule im Hybrid und eine Freisetzung der abgebau- 
ten RNA-Bruchstucke stattfindet, 

20 (c) gegebenenfalls ein- Oder mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und (b) und 

(d) Nachweisen des Vorhandenseins oder des Fehlens des DNA-Analyten durch Bestimmung der 
abgebauten RNA-Bruchstucke oder/und der nicht abgebauten RNA-Molekule. 



.25 



11. Terminate Desoxynucleotidyltransferase, die im wesentlichen frei von einer RNase-Aktivitat ist. 

12. Reagenzienkit zum Anfugen von Desoxynucleotiden an das 3'-Ende von RNA-Molekulen, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er eine Terminate Desoxynucleotidyltransferase nach Anspruch 11 enthalt. 
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Fig. 1 
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Fig. 2B 
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